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Summary
Lyme borrcliosis (LB) is an infectious disease that is
caused by the bacterium ß. />u/g<fr»/rri and affects humans
and domestic animals. The causative organism belongs to
the 5/>/>oc/iaf/a<raf. a family of relatively long, slender,
helically shaped bacteria and is transmitted via the bite of
ticks of the genus /.ux/cv. who arc found in all parts of the
world with a temperate climate. In some parts of the USA
more than 509b of the /.UX/M .vwi/w/fir» ticks have been
shown to be infected with ß. />ur,sJr»r/tTi. These ticks
transmit 0. />urg</or/<rri among wildlife, that forms the
main reservoir. Therefore LB is a zoonosis. Mice are the
main hosts for /xod« ticks and are also the main reservoir
of ß. fewrgJor/irrj. The wood-mouse Ap«/rmuj; w/vafICIM
and the bank vole C/f/Zirio/w/rm g/arco/ttf arc probably
the most important reservoir of ß. /»urgrfor/rr/ in Belgium
and the Netherlands and the sheep tick /.lot/c.v rjVi/iu.t' the
most important vector. In Europe a reservoir function
for approximately 40 mammals and birds has been
established and infection rates of /. rici/iuj ticks ranged
from 5% to 34% for nymphs and from 11% to 34% for
adult ticks. The risk of acquiring clinical LB after the bite
of an infected tick has been estimated to be 1-4%.
Infections with ß. fcurgdor/m might result in a plethora
of symptoms involving several organ systems. Despite
the fact that most of the symptoms of LB have been
known, and some associated with tick bites in Europe
for more than a century, it was not until 1981 that in the
USA the causative organism was isolated, cultured and
shown to be the etiological agent. In 1992, ß. frMr#</w/eri
sensu lato has been split up into several genomic species
of which ß. £>Krg<for/en sensu stricto, ß. garimi and
ß. q/ze/ii are associated with clinical disease. In Europe
all this three genomic species are endemic, but in the USA
ß. fej/rgdor/eri sensu stricto is the only species found so
far. There are indications that the different genomic
species account for differences in the clinical course of
an infection, ß. q/bW/i has been associated with cutaneous
disorders, ß. garinii with neurological symptoms
and ß. 6argdo/-/<?n sensu stricto with arthritis, what is
indemick in the USA, apart from erythema migrans,
the most pathognomonic symptom of LB. Neurological
symptoms of LB are rarely seen in the USA.
In humans, an early and a late stage of LB can be
recognised. The early stage consists of a localised
infection of (he skin with as most typical clinical
symptom a ring-shaped and usually peripherally
expanding rash with central clearing: erythema migrans.
This rash occurs at the site of the tick bite ami might
be followed by a disseminated infection. During the
early LB (ELB) numerous spirochctcs can be found at
the site of the lesion or in case of disseminated Ml.I)
in the blood. General malaise and lever might he the
only symptoms of disseminated Hl.H. Arthralgia and
myalgia, which arc typical intermittent, arc (he most
frequently seen rhcumalological symptoms of I.H and
lymphadenosis benigna cutis is a cutaneous manifestation
that is mainly seen in children. Furthermore, there is a
broad range of neurological symptoms .i,-.>» i.ited with
early disseminated I.H of which meniiij'ut.i.lu uloneuritis
(Bannwarths syndrome) is the most frequently occurring.
Cardiac involvement is less common and the most
common abnormalities arc rhythm und conduction
disturbances.
I^ atc LB (LLB) marks u persistent infection und
may occur month to years after the primary infection.
Very few spirochctcs arc present in the lesions und the
disease symptoms might be caused by un (ovcr)rcuction
of the host. Late l.ymc arthritis is typically mono- or
oligoarticular and mainly affects large joints, especially
the knees. Acrodermatitis chronica utrophicuns a lute skin
disorder of LB, is characterised by atrophy of the skin
especially at the site of the causative tick bite.
The clinical symptoms of LB in domestic animals arc ICHS
well defined. With exception of the cutaneous lesions all
other symptoms found in man, have been described in
animals with in addition glomcrulonephritis and abortion.
Lameness combined with malaise is, however, the most
important described symptom in animals.
Laboratory methods for the diagnosis of LB cither
intend to isolate or detect the presence of the causative
micro-organism or to measure a specific immune response
against it. Detection of ß. />Mr#J«r/i?n is possible by
means of direct microscopy, antigen detection, isolation
and molecular microbiological methods e.g. PCR.
However, these methods arc not (yet) useful in routine
clinical practice because they have a loo low sensitivity,
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are laborious and time consuming, require tissue biopsies
and/or arc not commercially available.
Therefore, at present measuring antibodies against
A. £>wr#Jrtr/m is the most used method for laboratory
confirmation of a clinical diagnosis of LB. However,
several problems are encountered with Lyme serology.
The antibody response to Ä. bw/-#</«r/m is variable,
sometimes even absent, and slow. The primary immune
response is directed against the 41 kD flagcllin protein.
In the course of the infection, antibodies against a broad
range of other W. ^ Mr#*/«r/i?ri proteins cither specific or
non specific arc produced. IgM antibodies may not appear
until 6 weeks after infection and IgG antibodies may not
peak before the onset of the disease and may persist for
years, at least in humans. Apart from LB patients that
do not develop any measurable antibody response to
LB, effective antibiotic therapy early in the course of
an infection may prevent a humoral immune response.
False positive results can be due to cross-reactivity of
Ä. A«r/?</or/rr/ with other bacteria, mainly other /torrW/a.
»pp., trcponcmata, virusscs or auto-immune diseases. In
addition, a large number of people and animals have (had)
asymptomatic /f. /»Mr^ </f>r/rr» infections causing "false"
positive results. This is common especially in humans
and animals that arc regularly exposed to ticks.
The most commonly used scrological tests for LB are
the immunofluorcsccnt antibody assay (IFA), enzyme
immunoussay (EIA) and Western immunoblot (WB). An
indirect hacmagglutination assay (IHA) has also been
developed and marketed, but has never been widely
used. IFA has the advantage that, when performed by
experienced personnel, false positive results may be
distinguished because of an abnormal fluorescence
pattern. Testing of large numbers of samples is,
however, time consuming and tiring. With EIA, large
numbers of samples can be handled and the results read
colorimctrically which not only circumvents the problem
of subjectivity, but also made automation of the test
feasible. This is important especially when large numbers
of samples have to be tested for epidcmiological surveys.
To increase specificity and sensitivity of EIA and IFA.
pre-adsorbtion of scrum samples and/or use of selected
enriched and/or purified antigens is being practised. WB
has the theoretical advantage of detecting antibodies
against individual and specific fi. /»Mrgrfor/Srri proteins.
It is however a more complicated test and therefore only
recommended as an additional test for samples that are
positive in an EIA test to increase specificity without loss
of sensitivity.
The main problems with all immunoassays for LB
is lack of standardisation and the heterogeneity of the
genospecies complex of Ä. ^urgdor/m and the variability
of immune response among infected individuals.
Moreover, as these tests cannot differentiate between
active disease, recovery and subclinical infections, false
positive and false negative results occur. The predictive
accuracy of a positive or negative serological result
depends on the pre-test likelyhood of LB being present
Therefore requests for LB immunoassays should only be
made to confirm LB diagnosis in cases of clinical and
epidcmiological evidence.
The diagnosis of LB in animals is even more difficult
than in humans. Animals lack a pathognomonic marker
like EM in human LB. In man, isolation of ß. /»wrgt/or/en
from a skin biopsy of this skin lesion is considered as the
"golden standard". Asymptomatic infections seem to be
even more common in animals. Not only high incidences
of seropositivity in healthy animals from endemic areas
have been reported, but also the causative micro-organism
Ä. fenr#<for/i?ri itself has been isolated from healthy dogs.
However, only in animals living in LB endemic regions,
«ero-positivity is found.
In chapter II a summary is presented of the
literature published between 1990-2002 concerning the
performance of EIA- and WB-tests for the laboratory
confirmation of the clinical diagnosis of LB in humans. In
total 59 articles are listed. In addition, the information on
test characteristics and determination of test performance
were evaluated. To estimate the methodological quality
of testing, a scoring method was developed for ranking
the literature. Various factors were taken into account: the
type of antigen(s) used, description of how the tests were
performed, the method(s) of performance evaluation,
the choice of composition and numbers of positive
and negative control sera including the applied clinical
definitions. The total score was subdivided into 6 scoring
groups. The systematic evaluation of the performance
testing of serodiagnostic test for LB in humans shows
clearly that the choice and number of patient groups and
control groups is not a reflection of the real laboratory
situation. In future studies, the expansion of the non-
Lyme patient control group could help the design of better
evaluations and the ability to perform a meta-analysis on
the accuracy of these diagnostic tests.
In chapter HI the the performance of 11 commercially
available EIAs and four WB tests for the detection of
IgM and IgG antibodies against 0. Äi<rg</or/5?n were
compared. A total of 229 serum specimens were used:
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26 from patients with ELB. 13 from patients with LLB.
62 from healthy controls and 128 from patients with
disorders clinically mimicking LB and/or known to
cause cross-reactivity in LB serological tests (patient
control group). In specimens from patients with ELB. the
sensitivity of the individual tests ranged from 3 5 * to 8 1 *
for detection of IgM. In LLB. sensitivity of the tests ranged
from 46% to 9 2 * . In healthy controls the specificity of
the tests ranged from 8 9 * to 100* and from 8 2 * to 9 7 *
for IgM and IgG tests, respectively. In the patient control
group, specificity of the tests ranged from 7 5 * to 9 0 *
for IgM and from 8 4 * to 1 0 0 * for IgG. The Bchring
(Germany) and Genzyme Virotech (Germany) IgM-ElAs
showed the best performance in detecting ELB. For the
detection of LLB. the Dako (Denmark) IgG test was the
best despite its low sensitivity. The maximum sensitivity
of Western blotting for detecting IgM in patients with
ELB and IgG in patients with LLB was 5 0 * and 4 6 * .
respectively.
When the use of an EIA-WB two-test protocol was
applied, an improvement of the specificity and positive
predictive values of the E1A results were observed.
However, the use of the EIA-WB two-test protocol also
caused a significant loss in sensitivity. Patients with
Epstein-Bau virus or cytomegalovirus infections who
had a positive reaction in the IgM-EIA could not be
discriminated from patients with ELB with WB. Hence,
positive and negative predictive values in combination
with sensitivity and specificity indicated that the
exclusion of these infections was more relevant than the
confirmation of a positive IgM-EIA with WB.
Furthermore, some laboratories prefer polyvalent EIAs
or routinely use IgM- and IgG-EIAs regardless of the
stage of the disease or the clinical symptoms observed.
Therefore, the performance of combined IgM and IgG
testing in our scrum pannel was evaluated. The only
polyvalent EIA that was tested in chapter II performed
poorly in comparison with the monovalcnt assays. The
use of combined IgM and IgG testing significantly
improved the sensitivity but. due to cross-reacting IgG
and IgM antibodies (mostly non-paired), a significant
decrease in specificity was found when compared to IgM
and IgG test results.
In chapter IV the prevalence of IgA. IgM. total IgG and
subclasses IgG^ antibodies against A. lwrg</<7//en was
examined by WB. The sera of 40 ELB patients, 27 LLB
patients. 62 healthy controls and 140 non-LB patients
were used. Detection of IgG, versus total IgG showed
to be more sensitive in detecting ft. Z>wrgdor/i?ri antigens.
especially tlagellin (41 kD) protein, but did not improve
the performance of WB. The use of IgG, detection
showed an increase in sensitivity and specificity for the
ELB patient group compared to the standard IgG und
IgM detection method by enzyme immunoassays using
purified ft. />Mrjf</(M/rri tlagcllum antij-en I low c\ ei. m .in
enzyme immunonssay using a total suiiu.iic. sciiMtiuiy
in detecting ELB and LLB with IgG, rcmuincd lower
compared to the detection <>i I I It In I.M .iniibodies
and LLB by total IgG antibodies. It \wis concluded tlut
only the use of purified llagella in combination \\ uh lit ^
detection might enhance the performance of EIAs for the
detection of LB in ELB patients.
In chapter V the risk of outdoor activity and dog
ownership lor acquiring LB. the dynamics of untibody
response in humans and dogs and the validity of dogs as
sentinel animals for the risk at 1.1) in humans was studied.
Serum samples from hunters (n=440), their working dog«
(n=448) and hunters without a dog (n ^ M were collected
in the Netherlands at hunting dog m.ils ,nul tested lor
antibodies against ft. />Mr#</<jr/frt with a whole cell I I A.
Additionally, 75 healthy city pet dogs were tested. KCSIIIIM
ol this study indiculc thut the scroprcvulcncc unions active
hunting dogs (18*) was in the same size of onlei ;is the
scmprcvalencc in pet dogs (17%) and in hunters (15%).
Scropositivity of a dog was not a significant indicator
of increased risk of LB infection for their owners. No
significant rise in scroprcvulcncc was found in dogs older
than 24 months. This indicated that seropositivily after
an infection with ft. />M/-^ </«r/«'n in dogs is ruthcr short,
approximately one year. In humans this is considerably
longer but also not life long. Therefore the incidence
of ft. /?Mr#J«r/c?rj infections in dogs was larger than in
hunters, despite a similar prevalence of .scropositivity in
hunters and their dogs. Because no positive correlation
was observed between scropositivity of the hunter und
seropositivily of his dog. direct transfer of ticks between
dog and hunter docs not seem important and owning a
dog should not be considered a risk for LB.
In chapter VI five serological tests for the detection
of IgM and IgG antibodies against ft. feM/v^/rir/pW
sensu stricto were compared in 1177 sera from Dutch
dogs: 401 healthy hunting dogs, 100 healthy city dogs,
629 city dogs with various clinical symptoms and 47
huntingdogs with lameness. The results of the in-house
species independent EIA (i.e. an EIA which can be used
to lest serum samples from different animal species)
showed a strong agreement (kappa: 0.78-0.81) with the
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experimental and commercially available EIA (Genzyme
-Virotech, Germany) for the detection of canine IgG
antibodies to Ä. />MO?</»//<?W and could be very useful
in scrocpidcmiological studies for detecting antibodies
in various animal species. Furthermore, sensitivity
of the in-house EIAs for the detection of antibodies
against Ä. JwrgJor/eri' showed to be independent of
the antigen used. Scrological diagnosis of LB in Dutch
dogs with lameness (n=60), neurological (n=60) and
skin disorders (n=S2) was not affected by the antigenic
heterogeneity. The IHA (Diagast®, France) proved to
be an interesting tool for the detection of an acute Lyme
infection in dogs because of its high sensitivity for IgM
antibodies. Dog sera with a high IgM response against
Ä. />M/-#</W/<FW were identified in 96% of the cases by
the IHA. However, in this study a positive scrological
result could not be linked to any clinical symptom that
has been related to l.ymc disease; neither for dogs at
high or low risk of a Ä. ftK/tft/or/rn infection. Therefore
the use of scrodiagnostic tests to support the clinical
diugnosis of l.ymc disease in dogs might be of limited
value. Nevertheless the species independent H1A could
be valuable in scrocpidemiologicul studies where sera of
several different animal species must be tested. Compared
to the IgM-EIAs, the IHA showed a higher sensitivity and
a better performance in detecting IgM antibodies. This
might also be expected in human serum samples and
warrants further research with sera of ELB patients.
In chapter VII the prevalence of antibodies to
Ä./>Mr/j</f>r/<'n in sera of 1052 healthy persons, 1177
dogs, 3919 dairy cows and 2288 sheep from 12 regions
of the Netherlands was investigated. The results
showed that in all regions of the Netherlands, humans
and animals arc exposed to ß. ftwr#dor/<?rj-infections
and are therefore at risk to develop LB. In the western
regions, healthy persons showed a higher prevalence
(13%-17%) compared to the eastern regions (2%-6%)
of the Netherlands. The prevalence found in dogs did
not differ significantly within the regions studied (15%-
23%). Cattle showed the highest prevalence in the eastern
regions (ll%-20%) and lowest in the western regions
(2%-8%). Sheep showed the highest prevalence in the
western regions (15-17%). whereas unexpectedly in the
eastern regions the prevalence (4%-8%) was significantly
lower (P< 0.001).
The differences found in the prevalence of the antibodies
against Ö. />M/y</or/c"n between the regions examined,
could be explained by the differences in biotopes that are
favorable for /.wxfes riViniu ticks and the frequencies by
which humans, dogs, cattle and sheep come into contact
with these biotopes.
IN CONCLUSION
A sensitivity and specificity of 100% will never be reached
for any serological test for LB. The fact that in some LB
patients a specific antibody response is lacking and
asymptomatic infections and cross-reacting antibodies
can occur, makes the development of new tests very hard
if not impossible. Still, other laboratory tests might be
made commercially available, but these are likely to be
more costly and laborious. Therefore, at this time and in
the near future, the EIA remains the most important test
for the laboratory confirmation of the clinical diagnosis of
LB . In addition the EIA is an important tool for the study
of the epidemiology of i. feMr#</o/-/(?r; infections.
In our hands confirmation of a positive EIA test result
by WB did not improve the overall results. However for
the detection of IgM antibodies in ELB patients, IHA
might be another valuable test, as was proven in dogs.
Still, its value for the laboratory confirmation of ELB in
humans has still (o be elucidated.
Despite the observed high prevalence and incidence
of Ä. />Mrg</or/i?W infections in dogs, clinical LB in dogs
seems to be very rare. In human medicine, clinicians
should also be aware that the diagnosis LB is primary
made on clinical symptoms and that laboratory testing is
only recommended in patients whose pretest probability
of LB is s 0.20. If the pretest probability is less, testing
will result in more false positive than true positive
results.
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Samenvatting
Lymc borrcliose (LB) is een infccticzicktc bij mcns en
dier veroorzaakt door de bacterie ftorrWüi />wri»</<>r/jrri.
Deze bacterie behoort tot de 5/>inx7i<j(V<i<r<i?, ecn
fami lie van lange slanke spiraalvormigc bacteriCn. die
overgedragen worden via dc beet van harde teken
behorende tot het genus /.r<x/n. Dezc teken komen in
alle dclen van de wereld met ecn gematigd klimaal voor.
LB is ecn zoönose. Muizen vormen hct hoofdrcservoir
van ß. />urg</or/)rri en zijn bovendien dc bclangrijkstc
gaslheren voor /.«*/« teken. In Bclgic en Ncdcrlund is
de schapenteek /.rod« ric-inus dc bclangrijkstc vector van
/}. /»«rydor/irf/cn vormen de bosmuis A/H r^/ww-v jy/rariciu
en de rosse woclmuis C7f f/iriomwiyj j?/flm>/H.v hct
bclangrijkste reservoir. In sommigc dclen van dc USA
komt het voor dat mecr dan 50% van dc /.wx/« .taj/w/uns
teken besmet zijn met 0. fcwrgdor/rn. In Europa varicert
de besmettingsgraad van nimfen tusscn dc 5 * en 34%
en van volwassen teken tussen de 11% en 34 %. Vcrdcr
is aangetoond dat mecr dan 40 vcrschillcnde vogcl- en
zoogdiersoortcn symptoomloos dragcr kunncn zijn van
fl. feurgdor/i?/-/". Het risico voor de mens op LB na cen
tekenbeet wordt geschat op 1% tot 4%.
Een infectie met fi. £Mrg</or/i?n kan rcsultcrcn in ecn
breed scala van Symptomen. Dit vcclvoud aan
Symptomatologie wordt veroorzaakt door het infcctcrcndc
genospecies, de weerstand van de gasthcer, het stadium
van de ziekte en het aangetaste orgaansysteem. De mccstc
ziektebeelden van LB waren in hct begin van de vorige
eeuw al in Europa bekend en enkclc werden gcassociccrd
met tekenbeten. Toch heeft hct tot 1981 gcduurd voordat
de oorzakelijkc bacterie van LB wcrd gcisoleerd. In 1992
is deze bacterie met de species naam fi. /wrgAw/en sensu
lato opgesplitst in verschillende genospecies.
£. £>Krg</or/<?n sensu stricto, ß. gari/iü. «i Ä. q/zW//
zijn dc pathogene genospecies, en zijn in Europa
endemisch. Infectics door deze dric genospecies
veroorzaken koorts, algchelc malaise en erythema
migrans (EM). Ze worden daarnaast met verschillende
klinische Symptomen geassocieerd: Ä. ü/rW/7 met
huidaandoeningen in het late stadium van dc ziekte,
5. garimi met neurologische afwijkingen en £. ftwrg</or/i?r/
sensu stricto met arthritis. In dc USA, waar alleen
/?. feurgdoi/eri sensu stricto voorkomt, zijn dan ook EM
en arthritis de nicest voorkomende /iektebecklen.
Neurologische Symptomen en acmdcrmutilis atrolicans
worden zeldcn ge/icn in dc USA.
Bij LB bij dc mcns wordt cen vroeg cn cen laut stadium
van dc zicktc onderscheiden.
Hct vrocge stadium bestuut uit ecn gclokalisccrdc
infectie van dc huid met als meest typisch klinisch
symptoom cen ringvonnige crythematcu/c lacsic, die
zieh cirkelvormig uitbreidt cn ccntraal ophcldcrd: KM.
Gcdurcndc hot vmege stadium van I.B kunncn lalrijke
spirochclcn op de plauts van dc huiduitslag cn in gcvul
van cen systemische infectie in hol blood iunn-tKniid
worden. Dc/c huiduitslag die ontslaai op de pl.uis \.in de
tckcnbcct gencest vcclal sponiaan, ni.i.n k.m ook gcvolgd
worden door cen systemische infectie nu-i ^lu-piichiige
symptoriKii /.oals algenicnc maluisc inci kuuns cn
soms spicr- cn gcwrichtspijncn. 'typisch is dat dezo
arthrulgicc'n en myulgii'n intermittcrend v«K)rkomcn cn
dat verschillende gewrichten aangetast kunncn worden.
Ecn andere huidafwijking bij LB: lympliadciiosin
benigna cutis, komt voornamelijk v<x>r bij kinderen.
Hct nicest frequent v(M>rkomende neurologische
sympt(K>m, geassocieerd met het vroege stadium vun
ecn gcdisscminccrdc LB, is mcningorudiculoneuritiN
(Bannwarth's syndrome). Myocarditis met ritmc- cn
gclcidingssUx)rnissen als gevolg van ecu W. />Mr^ /«r/<»n'
infectie wordt zcldcn gezien.
Hct laic stadium van LB wordt veroorzaakt d<x>r cen
pcrsistcrcndc infectie met Ä. Awrg</«r/i'r/. Symptomen
kunncn pas maanden tot /.clfs jaren nu dc primaire infectie
optreden. In hct late stadium worden weinig spirochelcn
in dc aangetaste orgaansystemen gevonden cn dc
Symptomen worden waarschijnlijk vcr<x)rzaakt door cen
overrcactic van hct afweersysteem. l^ atc Lyme arthritis
is typisch mono- of oligoarticulair cn betreft viKtral dc
grote gewrichten, in hct bijzonderdc knie. Acnxlcrmatilis
chronica atrophicans is cen late manifestatie van LB cn
wordt gekenmerkt d(X)r atrofic van dc huid in hct gebied
van dc (X)rzakclijkc tckcnbcct.
Dc klinische Symptomen van LB bij huisdicren zijn
minder duidelijk gcdcfiniccrd. Met uitzondering van
huidlacsics zijn alle andere bij dc mcns voorkomende
Symptomen ook bij dicren bcschrcvcn met als aanvulling
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glomerulonephritis en abortus. Kreupclhcid in combinatic
met malaise is echter hct mccst bcschrcvcn symptoom bij
dicrcn.
De meest gcbruikte laboratorium methoden voor
LB diagnose berusten op het isolcren of aantoncn
van de vcrwekker of het mctcn van een specifieke
immuunrcspons gcricht tegen ß. />Mr#<for/<?/7. De
detectic van ß. /w#</w/<?r/ is mogclijk door middcl
van microscopic, hct aantoncn van spcciflckc antigenen,
i sola tic of met bchulp van molcculair microbiologische
methoden zoals dc polymcrasc chain rcactie (PCR). Deze
methoden worden echter nict routinematig gebruikt. De
redenen hicrv<x>r zijn de läge sensitivitcit en/of grotc
bcwcrkclijkhcid gepaard met een lange analysctijd.
Bovcndicn zijn wccfsclbioptcn nodig en zijn gecn
commcrcicic testkits beschikbaar. Undanks dat LB
scrologic ccn aantal problcmcn kent is hct aantoncn van
nntilichumcn tegen ß. />«/•#*/»//«"/•» dc mccst gcbruikte
laboratorium mcthodc v(x>r dc bevestiging van een
klinische diagnose van LB.
Een bclungrijk gegeven is dat dc ontwikkcling van
fintistoffeii tegen ß. /7;/r^Jr»r/cn traag kan vcrlopcn en
soms gehcel kiin ontbrcken. IX* ccrstc anlilichamcn zijn
mccstal gcricht tegen hct 41 kD (lagcllinc ciwit. Later
in hct vcrloop van de infectie worden antilichamen
gevormd die gcricht zijn tegen een groot aanlal zowcl
specifieke als aspecifieke ciwitten van ß. £>Mr#</or/<?n.
Een IgM respons blijft bij mensen soms uit tot 6 wcken
na infectie. tcrwijl IgG antilichamen vaak pas aangctoond
kunnen worden als dc patient al cnigc tijd ziek is. Ze
kunnen echter jarenlang na herstel persisteren. Een
cffccticvc bchandcling met antibiotica in het vroege
stadium van dc ziektc kan dc immuunrcspons afbrcken
en antilichaamvorming voorkomen. Fout positieve test
resultatcn komen voor als gcvolg van kruisreactivitcit
met andere bacterie'n, hoofdzakclijk andere ßorrf/j'a spp.,
trcponcmata maar ook door virus-infecties of autoimmuun
ziekten. Daamaast kunnen ook bij mensen en dicrcn die
eerdcr ccn asymptomatischc Ö. /wrjyt/w/m infectie
hebben doorgemaakt. antilichamen tegen ß. 6Mr#<ft)r/m
aangetoond worden terwijl ze niet aan LB lijden. Dit
komt vooral voor in populatics van mensen en dieren, die
rcgelmatig met teken in contact komen.
De meest gcbruikelijkc serologische testen voor LB zijn
dc imnuinofluorescent antibody assay (IFA) . de enzyme
immunoassay (EIA) en de Western immunoblot (WB).
De indirect haemngglutination assay (IHA) wordt weing
gebruikt. De IFA heeft hct voordeel. indicn uitgevocrd
door ervaren personccl, dat fout positieve resultatcn
herkend kunnen worden aan dc hand van ccn afwijkend
fluorescentie patroon. De test is echter tijdrovend en
vooral het correct aflezen van de fluorescentie is bij
grote aantallen sera erg bewerkelijk en belastend voor
laboratorium medewerkers. De EIA is gemakkelijk uit
te voeren en te standardizeren. Bovendien kunnen door
automatiseren grote aantallen serummonsters snel getest
worden. Dit is vooral belangrijk bij epidemiologische
onderzoek. Om de specificiteit van de EIA en de IFA te
verhogen wordt meestal gebruik gemaakt van gezuiverde,
verrijkte en/of geadsorbeerde antigenen. De WB heeft het
theoretische voordeel dat antilichamen tegen individuele
en specifieke ß. fcurgdor/i»/-/ antigenen aangetoond
worden. Door de complexitcit en relaticf hoge kosten
van een WB test wordt het gebruik enkel aanbevolen
tcr bevestiging van een positicf EIA resultaat. Hierdoor
zou de specificiteit verhoogd worden zonder verlies aan
sensitiviteit.
De voornaamste problemen met immunologische
testen voor LB zijn: hct gebrck aan standaardisatie,
dc hetcrogeniteit van het genospecics complex
ö. fcwr#6/or/i?r/ sensu lato en de variabiliteit van het
immuun antwoord bij gcinfccteerden. Fout positieve
rcsullatcn worden bovcndicn veroorzaakt doordat
testen niet differentiören tussen acute, chronische en
convalescente stadia van de ziekte. Bovendien zijn er
veel gezonde personen die een asymptomatische infectie
hebben doorgemaakt, maar wel een positieve serumtiter
hebben ontwikkeld. Omdat de voorspellende waarde
van positieve en negatieve serologische testresultaten
sterk afhangt van de kans dat de patienten LB hebben, is
een goede klinische preselectie noodzakelijk. Er moeten
dus alleen LB testen worden aangevraagd voor patienten
met duidelijk klinische Symptomen van LB en waarbij
een ß. /jurgrfor/m infectie op epidemiologische gronden
aanncmclijk is; dus van patienten die door een teek zijn
gebeten of uit een endemisch gebied komen en een of
meerdere Symptomen hebben typisch voor LB.
Door het ontbreken van een duidelijk pathognomonisch
kenmerk zoals EM, het diffuse ziektebeeld en de grote
hocveclheid Symptomen die met een ß. fcwrg</or/i?n
infectie worden geassocieerd, is de diagnose van LB bij
dieren nog gecompliceerder dan bij de mens. In geval van
een ß. iwr^t/or/pn infectie bij de mens kan in een groot
percentage van de gevallcn de bacterie uit de rand van de
huidlaesic met bchulp van een biopt geisoleerd worden.
Sera van patienten met een positieve ß. 6u/$</or/m kweek,
worden in dit geval als de "gouden standaard" beschouwd
en gebruikt voor het evalueren van serologische testen
voor LB bij de mens. EM komt echter bij dieren niet voor
en bovendien is ook bij gezonde dieren de isolatie van
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ß. bMnfdor/irn beschreven. Daarom ontbrcekl bij dicren
een dergelijkc "gouden standaard". Ook seropositiviteit
als gevolg van asymptomatisch verlopen infectics lijkt bij
dieren meer voor te komcn dan bij mensen. wal vcrklaard
kan worden door de grotere kans op tekenbcten. Wcl is
bij dicren seropositivitcit allccn beschrcvcn in gcbicdcn
waar LB endemisch is.
In hoofdstuk II is een analyse uitgevoerd van de
beschreven pa-statics van EIA's en WB's voor dc
bevestiging van de klinische diagnose van LB bij
mcnscn. In totaal werden 59 anikelen, die versehenen
zijn tussen 1990 en 2002 in internationale cngclstaligc
wetenschappclijkc tijdschriftcn. gcrungschikt volgcns
de kwaliteit van de methodiek waarmcc dc prcstutics
van deze testen werden beschrcvcn. Met bchulp van ccn
score systeem dat opgcbouwd was uit 6 scorcgrocpcn
werd rekening gehouden met verschillendc Faktoren
zoals: de keuze, samcnstclling en aantal positieve en
ncgatievc controlc sera, de gcbmikte klinische dcfinitie.
beschrijving van dc tcstuitvoering, gcbmikte antigencn
en beschrijving van de evaluatie methodiek. Uit dczc
systematische evaluatie wcrd duidclijk dat dc kcuzc
en aantallen van dc paticntcngn>cpcn en controlc
groepen niet overeenstemmen met dc daadwcrkclijkc
laboratoriumsituatie. De voornaamstc conclusie was dat
voor de evaluatie van de prestatics van een test in dc
klinische situatie naast ccn aantal sera van klinisch goed
gedefinieerdc LB paticnten ccn controlc groep bestaande
uit sera van niet-Lyme paticnten getest moet worden. Het
aantal sera in deze laatste grocp dient circa ccn faktor 5
groter te zijn dan het aantal geteste Lyme sera.
In hoofdstuk III zijn op klinische microbiologischc
laboratoria veel gebruikte commercieel verkrijgbarc EIA's
en WB's voor het testen van sera op de aanwezighcid
van antilichamen tegen Ä. £>ur£</o;/<frj onderzocht. De
prestaties van 11 EIA's en 4 WB's, die IgM en IgG
antilichamen detectercn tegen ß. />Mr£<for/<?r/ werden
vergeleken. Hiervoor wcrd een panel bestaande uit 229
serummonsters gebruikt. Deze sera waren afkomstig van
26 paticnten in het vroege stadium van LB (de vroege LB
groep). 13 paticnten in het late stadium van LB (dc late
LB groep). 62 gezonde vrijwilligers (gczondc controlc
groep) en een controle groep bestaande uit 128 sera
afkomstig van patientcn met ziektebecldcn, waarvan
de Symptomen met die van LB ovcreenkomen, of die
aspecifieke antilichamen tegen 5. £>urg</or/eri kunnen
hebben (kruisreactie): de niet-Lyme patienten groep. In de
vroege LB groep varieerde de sensitiviteit voor alle testen
die IgM antilichamen tegen fl. />Mrjj</or/crri detectercn
van 3 5 * tot 8 1 * . In de late Lyme groep varieerde de
sensitiviteit van 4 6 * tot 92*. In dc groep met gczondc
vrijwilligers variecnJc de specilicitcil voor alle tosten die
IgM en IgG deteclcren rcspectievclijk van 8 9 * tot UK)*
en van 8 2 * tot 9 7 * . In do controle groep vnriecrde do
spccilicitcit voor alle IgM en IgG testen rcspccticvelyk
van 7 5 * tot 9 5 * en van 8 4 * tot 100* . De testen van
Bchring (Duitslund) on Gen/yme Virotech (Doitslund)
gaven de beste rcsultuton voor wat hetreft do dotoctic van
IgM untilichumon logon /< />Mri></<>r/rn in do vroege LB
grocp. Ondunks de lagere sensitiviteit voor do dctoctie
van IgG anlilichmncn logon rt. />Mri></<tr/rn bohaiildo dc
Dako (Dcncmarkcn) le.stk.it de beste rcsultulcn in do groep
palicntcn met late l.H.
Hot gcbruik van ccn KIA-WB twcc-snippcn protocol
vcrbctcrdc dc spccilicitcit en dc positicl voorspcllcndc
waarde van het ondcr/.ock. Dit ging echter ten koste van
de sensitiviteit, die significant daaldc. Hpstcin-Barr virus
of cytomcgulovirus inlectics vcroor/uaktcn ccn foul
positicf rcsultunt in dc IgM-HIA en WH tosten. Duurom
lijkt bij ccn positieve IgM-KIAtcst uitslag, uitxluiting van
dczc infectics mccr relevant dan bevestiging met ccn WB-
tcst.
Dc cnigc polyvulcntc EIA die gccvaluecrcl wcrd
gaf beduidond slochtcrc rcsullnton dan dc geteste
monovalcntc HIA's. Omdat sommige luboratoriu
het gcbruik van polyvalcntc HIA's prefcreren of
routincmatig altijd een IgM en ccn IgG HIA gebruiken
werden ook dc rcsultatcn van dc gecombinecrdc IgM
en IgG tcstresultaten gccvalucerd. Hieruil blcck dat
het gcbruik van gccombinccrdc IgM en IgG testen de
sensitiviteit wcliswaar significant verhoogde. niaar
(J(H)r dc aanwezighcid van kruisreagcronde IgM of IgG
antilichamen was de spccilicitcit significant lager.
In hoofdstuk IV worden de rcsultatcn beschrcvcn van
een ondcrzock naar dc prcvalcntic van IgA, IgM, tolaal
IgG en Subklassen van IgG (IgG^) antilichamen tegen
Ä. frMrffJ«//«-/'. Vcrdcr wcrd onderzocht of met dczc
informatic dc prestatics van dc EIA of WB zou kunnen
worden vcrbctcrd. Hiervoor werden sera van 40 paticnlcn
met vroege LB, 27 paticnten met late LB, 62 gczondc
paticnten en 140 paticnten met andere infectics dan
LB gebruikt. In vcrgclijking met de totale IgG dctcctic
vcrtoondc IgG, ccn hogcrc sensitiviteit voor dc dctcctic
van antilichamen tegen #. fcwr</or/<?ri antigenen en wcl
in het bijzondcr tegen het 41 kD flagcllinc ciwit. Dc
prcstatic van WB testen wcrd door dc dctcctic van IgG,
antilichamen echter nict vcrbctcrd. In het gcval van
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IgG, detectie in met flagelline verrijkte EIA's werd bij
patiöntcn met vroege LB echter wel ccn vcrhoging van
»ensitivitcit en specirkiteii waargenomen. Vcrgeleken met
EIA's, die als antigccn cen gekweckte fl. />Mr#</or/c?ri stam
gcbruikcn, was in gcval van IgG, detectie de sensitiviteit
lager dan wannccr IgM of totaal IgG gcdetcctecrd werd.
Bij vroege LB patiönlen konden tegen flagelline, in
tegcnstclling tot andere spccifickc antigenen, ccrdcr IgG,
antilichamen aangetoond worden. Gcconcludccrd werd
dat dc prcstatics voor het opsporcn van pati£ntcn met
vroege I.B verbeterd /.ouden kunnen worden wannecr in
met ilugcllinc vcrrijktc hi As gcbruik gemaakt wordt van
IgG, detectie.
In hoofdntuk V wordt ondcr/ocht of hct bczit van
ccn hond uls huisdicr of hct frequent vertocven in bos
en veld, dc kuns op ccn ö. Jw/-#</w/m infectie vcrgroot.
Bovcndicn werd hct vcrloop van dc antilichaam rcspons
bij mens en hond vcrgeleken. ()ok werd dc v(X)rspcllcndc
waurdc ondcr/ocht van dc prevalence van antilichamen
tegen /<. /»«r^/wr/rn bij honden vt>or dc kans op LB bij
mengen in hct/clfdc gebied. Hicrvoor werden sera van
S3 jagen /.onder hond. 44() jugcrs met hun voor dc jacht
gcbruiktc hond(cn) (n=448) en 75 gczondc stad.shonden
gctcst op antilichamen legen Ö. /wr£</w/<?/7 met bchulp
van ccn ElA-tcst. Dc scroprcvalcntic was bij alle groepen
vcrgclijkbaar; bij jachthonden 18%, bij stadshonden 17%
en bij jagcrs 15%. Dc scropositivitcit bij jachthonden
was geen relevante indicator voor cen verhoogd risico
op LB bij de cigenaar. Omdat bij honden die oudcr
waren dan 24 maanden de scroprcvalcntie constant blccf,
werd gcconcludcerd. dat de pcrsistcntic van spcciliekc
antilichamen tegen Ä. />«r#</or/i?n na een infectie
relalicf kort is: circa ccn jaar. Bij menscn duurt deze
scropositivitcit veel langer, maar is zeker nict lcvcnslang.
Geconcludcerd werd, dat ondanks ecn vergelijkbarc
scroprcvalcntie, dc incidentie van Ä. />Mr#</or/<?n infecties
bij honden aanzicnlijk hogcr gewcest moci zijn dan bij
jugcrs. Hr bestund gecn corrclatic tussen seropositiviteit
van ccn jagcr en die van zijn/haar hond en daarom lijkt
ovcrdracht van (besmette) tcken van hond naar mens
geen rol van betekenis te speien in de cpidcmiologic van
LB bij de mens. Hicruit kan gcconcludccrd worden dat
hondenbezit op zieh geen risico vormt voor de mens met
bclrckking tot LB.
In huofdstuk VI worden voor de toepassing in sero-
epidcmiologischc studies 5 serologische testen voor de
detectie van IgM en IgG antilichamen tegen Ö. /wr»></or/i?ri
sensu stricto bij honden met elkaar vcrgeleken. Als
antigeen werden in deze testen verschillende genotypen
van Ä. fewrgdor/(?ri gebruikt. Hiervoor werden 1177 sera
getest afkomstig van 401 gezonde voor de jacht gebruikte
jachthonden, 100 gezonde stadshonden, 47 jachthonden
met kreupelheid en 629 stadshonden waarvoor een
dierenarts gcconsulteerd was vanwege uiteenlopende
ziekteverschijnselen. De 5 gebruikte testen waren
eerst geijkt en geevalueerd met sera van experimenteel
geinfecteerde honden en laboratorium honden die
nooit met teken in contact konden zijn geweest. De
resultatcn van de 5 EIA's, waaronder een commerciele
testkit (Gcnzyme-Virotech, Duitsland) kwamen sterk
overeen (kappa: 0.78-081). Ook de resultaten van een
zclf ontwikkelde species onafhankelijke EIA (dit is
ccn EIA die kan gebruikt worden voor het testen van
scrummonsters van verschillende diersoorten) kwamen
goed overeen met die van de 4 andere testen voor het
aantoncn van IgG tegen fl. bur#dw/i?n bij honden.
Deze zelf ontwikkelde test lijkt daarom bruikbaar voor
sero-cpidemiologische studies waarbij men sera van
verschillende diersoorten wil onderzocken. Aan dc hand
van dc sera van honden met diverse ziekteverschijnselen
zoals: vcrlammingsverchijnselen (n=60), neurologische
afwijkingcn (n=60) en huidafwijkingcn (n=52) is
aangetoond dat de sensitiviteit van de zelf opgezette
EIAs onafhankelijk is van de gebruikte ß. fcwrg<ior/i?r/
stam. Bovendien bleek uit de resultaten van de sera
van experimenteel geinfecteerde honden dat voor de
detectie van acute LB, de indirecte haemagglutinatietest
(Diagast®, Frankrijk) een waardevolle test zou kunnen
zijn. Met deze test werd een hoge sensitiviteit voor IgM
antilichamen aangetoond. Echter noch bij honden met
een hoog, noch bij honden met een laag risico op een
infectie met Ä. ftwrg</of/«?ri kon een positief serologisch
resultaat gecorreleerd worden met klinische Symptomen.
De ondersteunende waarde aan serologisch onderzoek
lijkt daarom voor de diagnose van LB bij honden
beperkt. De waargenomen hoge sensitiviteit van de
indirecte haemagglutinatietest voor de detectie van IgM
antilichamen tegen fl. fcMrg</or/erj bij honden, nod igt uit
tot verder onderzoek met deze test bij de mens.
In hoofdstuk VII wordt het regionale risico op
LB in Nederland onderzocht door de prevalence van
antilichamen tegen ß. feurgt/or/er/ bij gezonde personen
(n=1052). honden (n=1177). runderen (n=3919) en
schapen (n=2288) uit 12 verschillende gebieden in
Nederland in kaart te brengen. In alle gebieden werden
seropositievc mensen en dieren gevonden en bestaat dus
het risico op LB. Bij gezonde personen uit de kuststreken
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wcrd een hogere prevalentie (13*-17*) waargenomen
dan bij mcnsen uit hei Noorden. Zuidcn en Oosien van
Nedcrland (2%-6%). Bij honden wcrd gcen vcrschil
in prevalence (15%-23%) tussen de diverse gebiedcn
waargenomen. Bij runderen was de hoogste prevalentie
(ll%-20%) in de oostelijke gebiedcn cn de laagste
prevalentie (2%-8%) in de kustgebieden. Bij schapen
echter was de prevalentie het hoogst (15*-17%) in de
kustgebieden en significant lagcr (4%-8%) in het Oostcn
van Nedcrland (P<0,001). De waargenomen prcvalcntics
verschilden in de diverse onderzochte gebiedcn cn
varieerden tussen de onderzochte diersoorten. Dit kon
verklaard worden door de geschiktheid van de aanwczigc
biotopen voor /.«*/« ririftiu teken in de bclrcfTende
gebieden cn de frequentie waarmee mcnsen, honden,
runderen cn schapen uit die gebiedcn met deze biotopen
cn dus met teken in contact komen.
CONCLUS1ES
Door het gebrek aan cen specifickc anlilichaamrcspon»
in sommige LB patienten, het frequent voorkomen
van asymptomatische infectics cn aanwczighcid van
kruisreagcrende antilichamen, kan bij geen cnkelc
serologische LB test een sensitiviteit cn spccificitcit
van 100% bereikt worden. Van alle gebruikte
laboratoriumtesten voor serologisch onderzock van LB
bleek de EIAde meest geschikte test te zijn. Dcze test moet
echter gebruikt worden voor de laboratoriumconfirmatie
van een duidelijk klinische verdenking op LB. Het
bevestigen van een positief EI A rcsultaat met ccn WB-tcst
verhoogde de speeificiteit ten koste van de sensitiviteit.
Het uitsluiten van een Epstein-Barr virus infectic of
CMV infectie bleek effectiever. Daarnaast is de EIA een
waardcvol hulpmiddel bij epidemiologische studies naar
Ä. b«rgdw/<?n infecties.
Zoals bewezen bij honden zou voor de detectic van IgM
antilichamen bij Lyme patienten in het vroege stadium van
de ziekte, de indireetc haemagglutinatie test van waarde
kunnen zijn. Nader onderzock hiemaar is wenselijk.
Ondanks een hoge prevalentie en ineidentie van
Ä. fcwrgdor/<?r/ infecties bij honden en andere huisdicren
in Nedcrland, lijkt klinische LB bij huisdicren zcldcn
voor te komen.
Bij de mens is het van groot belang dat arisen zieh
realiseren dat de diagnose LB voomamclijk een klinische
diagnose is die gebaseerd is op gegevens uit de anamnese
en de klinische Symptomen. De diagnose van LB kan
enkel door serologisch onderzoek bij patienten bevestigd
worden waarvan de waarschijnlijkheid dat de patient iijdt
aan LB groler is dan 20%. Een lagere waarschijnlijkheid
heeft tot gevolg dat Inboratoriumbevcstiging rcsultccrt in
meer foute dan correcte uitslagcn.
Bij huisdicren lijkt LB. ondanks de grote be-
smettingsgraad /cldcn klinische verschijnsclen te ver»
oorzaken.
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